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研究成果の概要（和文）：１）ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸（PIP2）の合成酵素
であるホスファチジルイノシトール 4-リン酸 5-キナーゼ（PIP5K）の 2 つのアイソザイム
PIP5KA および PIP5KB のノックアウトマウスを作製したところ、これらの酵素が精子形成に
必須であることが分かった。また、２）エタノールアミンキナーゼ－１により合成されるホス
ファチジルエタノールアミンが、神経突起の伸長において重要な役割を担っていることが分か
った。 
 
研究成果の概要（英文）： 1) We developed the knockout mice of two isozymes of 
phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinases (PIP5KA and PIP5KB), which are phospholipid 
metabolizing enzymes to synthesize phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2). From 
the analyses of these knockout mice, we found that PIP5KA and PIP5KB are crucial for 
spermatogenesis. 2) We also found that phosphatidylethanolamine and its synthetic 
enzyme, ethanolamine kinase-1, play an important role in neurite elongation. 
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１．研究開始当初の背景 
正確な神経回路網形成は動物の生存や外
界への適応において非常に重要な役割を担
っている。しかし、そのような正確な神経回
路網形成の分子メカニズムには不明な点が
多い。 
 近年の研究により、脂質性シグナルが神経
回路網形成に重要な役割を担っていること
が示唆されてきた。（１）ホスファチジルイ
ノシトール 4-リン酸 5-キナーゼ（PIP2）は
ホスホリパーゼ類や PI3K の基質であるほか、
それ自身がアクチン細胞骨格や細胞膜蛋白
質の調節を担うシグナル伝達分子としても
機能する。このような多様な生理機能を持つ
PIP2 の神経回路網形成における役割はほと
んど分かっていない。（２）また、現在注目
を集めている別のシグナル伝達脂質として
ホスファチジルエタノールアミン（PE）があ
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る。PE は細胞膜の主要構成成分の一つであ
るが、細胞膜内層と外層のトランスポートを
介して Rho ファミリー低分子量 G 蛋白質の
調節などを行うことが知られている。本分子
に関しても、神経回路網形成における役割は
全く分かっていない。 
 
 
２．研究の目的 
（１）PIP2の主要合成酵素であるホスファチ
ジルイノシトール  4-リン酸  5-キナーゼ
（PIP5K）の２つのアイソザイム PIP5KAお
よび PIP5KBのノックアウトマウスを作製し、
これらの酵素の生理機能、特に神経系におけ
る機能を明らかにする。 
（２）発生期神経細胞における PE および PE
の主要合成酵素の一つであるエタノールア
ミンキナーゼ－１（Eki-1）の細胞内局在を
明らかにするとともに、これらの分子の神経
突起伸長における役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）PIP5KAおよび PIP5KBのノックアウ
トマウスを作製し、解剖学的および行動学的
解析を行う。 
（２）初代培養海馬神経細胞に Eki-1 の過剰
発現を行い、神経細胞の形態を観察する。ま
た、PE に特異的に結合する Ro09-0198 を用
いて PE の細胞膜内局在を検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）我々は、PIP5KA と PIP5KB のノック
アウトマウス（KO）および両者のダブル KO
（D-KO）を作製した。これらのマウスは成
体まで成長可能であり、外観に目立った異常
は観察されなかった。しかし、交配実験の結
果、PIP5KA-および PIP5KB-KO の雄は生殖
能力が減弱した低妊孕能であり、D-KO の雄
は完全に不妊であることがわかった。野生型
精巣の抗体染色により、PIP5KA、PIP5KBは
共に Sertoli 細胞と伸長精子細胞に発現して
いることが分かった。D-KO 精巣切片所見か
ら、D-KO においては伸長精子細胞数が少な
く、その結果、精子数が減少していることが
明らかとなった。一方、精祖細胞や精母細胞
の数には異常は見られなかった。また、D-KO
では Sertoli 細胞と伸長精子細胞の細胞間接
着部位での F-actin の集積が低く、また精細
管腔内に異常な F-actin の集積が見られたこ
とから、PIP5K の欠損によりアクチン細胞骨
格系が調節不全となり、伸長精子細胞が脱落
していると考えられた。D-KO マウスの精子
は中片部と尾部の形態に異常を呈するとと
もに、運動能力も減弱しており、体外受精が
不可能であった。PIP5KA-KO の精子中片部
も同様の形態異常を示すが、その表現系は
D-KO に比べれば軽微であった。一方、
PIP5KB-KO の精子には顕著な異常は見られ
なかった。これらの結果から、PIP5KA およ
び PIP5KBが精子形成に必須であることが明
らかとなった。 
 一方、これらの KO マウスが痛覚および味
覚に異常を持つかを行動学的に解析した。し
かし、ホットプレートテスト、テールイマー
ジョンテスト、酢酸ライジングテスト、味覚
テスト（甘味および塩味）のいずれにおいて
も、コントロールの野生型マウスとの差は観
察されなかった。 
（２）マウス初代培養海馬神経細胞に Eki-1
を過剰発現させ、神経突起の長さを計測した
ところ、過剰発現細胞ではコントロール細胞
に比べて、神経突起が有意に長いことが分か
った。また、多くの場合、細胞膜脂質二重層
の内層に存在する PE が、神経突起先端部で
は外層に露出していることが分かった。この
ような PE の細胞膜内局在を制御する分子を
探索し、IV 型 ATPase のうち、ATP8、ATP9、
ATP10 ファミリーの分子が発生期の神経細
胞に多く発現していることを見出した。また、
IV 型 ATPase の補因子である cdc50 ファミ
リー分子の発現も同時に確認した。今後、こ
れらの分子の生理機能について研究を展開
して行く予定である。 
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